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内容の要旨及び審査の結果の要旨
［目的・方法］Ｃ型肝炎ウイルス(HCV)の慢性炎症の程度と発がんとが連関していること‐
から、ＨＣＶの持続感染の遮断による肝がん予防が期待される。ＨＣＶ複製の遮断のための有力
な標的は、ＲＮＡ複製酵素(RNA依存ＲＮＡ合成酵素：ＲｄＲＰと略す)である非構造蛋白５Ｂ
（NS5Bと略）である。
この蛋白の集約的アラニン置換変異ＮＳ５Ｂを用いて、MRP活性に必須なアミノ酸残基の特定と、
NS5Bのその他の機能との関連を解析した。
７アミノ酸を連続的に置換変異した２７種の変異ＮＳ５Ｂを作成し、次いでそのうちの１つの
アラニンのみを置換した点変異ＮＳ５Ｂを作成した。これらの蛋白をＣ端の膜アンカー領域を欠失
したＧＳＴ癒合型蛋白、すなわちGST-NS5Btとして大腸菌で発現させ精製した。精製蛋白のin
vitroRdRP活性を測定し、ＲＮＡ結合能をフィルタートラップ法により、またＮＳ５Ａ結合性を
GSTpull-Clown法により検討した。
［結果］（A)集約型置換変異、次いでアラニン置換点変異を導入したNS5Btの精製蛋白
を用いてRdRP活性を検討した結果、これまで報告されていない新規の５アミノ酸残基（Ｅ18,
Y19LC274,Ｙ２７６及びＨ５０２）をRdRP活性に必須な残基として特定した。結晶モデル上で、
E18とＨ５０２は活性中心から離れて位置し、Ｃ２７４とＹ２７６はFingertipに位置した。（B）５種
の集約型置換変異で鋳型ＲＮＡ結合能が欠損していたが、このうち同時にRdRP欠損を示したも
のはＹ276Ａのみで、これを111型変異と呼ぶことにした。残りの４種ではRdRP活性は野生型と
同程度であり、これを11型変異と呼ぶ。全てのⅡ型変異は、野生型と同程度の鋳型／プライマー
RNA結合能を示したが、111型では著しく低下していた。（C）４種の集約型変異ＮＳ５ＢでＮＳ５Ａ
結合能の欠損が見られたが、これら何れの変異も野生型と同様のRdRP活性を示した。
［結論］本研究により、RdRP活性に必須な残基が酵素活性中心から離れて、既知のモチーフ
以外の部位に特定され、さらにRdRP活性に必須の鋳型／プライマー結合能に関わるアミノ酸残
基が特定された。このことはＨＣＶ複製を標的とした特異的阻害剤開発の可能性を示唆している。
以上、本研究は、ＨＣＶの複製酵素の構造と機能を系統的に解析して、ＨＣＶＲＮＡ合成に特異的
な新しい必須残基を特定しており、ＨＣＶの基礎的研究のみならず、特異的な阻害剤の開発にも寄
与する価値ある労作であると評価された。
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